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Meme kanseri, diinyada kadinlar arasinda goriilme sikligt en yiiksek kanser tiriidiir.
Heterojen yapida ve kemoterapiye direng mekanizmalari gelistirebilen bir kanser tiirli olmas1
sebebiyle, meme kanserinin tedavisine, tanisina ve prognozuna yoOnelik hedef genlerin
belirlenmesi onemlidir. Is1 soku proteinleri (HSP) son yillarda siklikla kanserlerle iliskili
gosterilmektedir ve bircogu biyobelirteg¢ ve anti-kanser ila¢ hedefi olarak Onerilmistir.
DNAJC9, HSP ailesi liyesidir ve Onceki caligmalarda DNAJC9 ifadesi karsinogenez ve
radyoterapi direnci ile iligkili bulunmustur. Bu ¢alismada, DNAJC9 geninin ifadesi, genetik
alterasyonlari, promotor metilasyon diizeyi ve meme kanserinde sag-kalima etkisi meme

hiicre hatlarinda ve meme kanseri klinik 6rneklerinde analiz edilmistir.
DNAJC9 geninin mRNA ifadesi, meme hiicre hatlarinda (BT-20, SK-BR-3, MDA-MB-231,

ZR-75-1, MCF 10A) multipleks semi kantitatif-RT-PCR ve kantitatif-RT-PCR (Q-RT-PCR)
yontemleri ile incelenmistir. MDA-MB-231 hiicre hattindaki DNAJC9 mRNA seviyesi,
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OZET (devam ediyor)

tiimorijenik olmayan meme epitel hiicre hattina (MCF 10A) gore yiiksek (> 2kat) bulunmustur.
BT-20, ZR-75-1, SK-BR-3 hiicre hatlarinda, MCF 10A ’ya kiyasla anlamli bir ifade farklilig

gozlenmemistir.

Meme kanseri klinik 6rneklerindeki DNAJC9 ifadesi, meme kanseri alt tiplerini de kapsayacak
sekilde Breast Cancer Gene-ExpressionMiner (bc-GenExMiner v4.8) in-siliko aracini kullanarak
incelenmistir. DNA mikroarray ve RNA-seq verisetlerine gore; DNAJC9 mRNA ifadesi, basal-
benzeri, HER2-E, luminalB alt tiplerinde, normal meme-benzeri 6rneklere kiyasla anlamli olarak
daha yiiksek bulunmustur (P < 0.0001). DNAJC9 geninin genetik alterasyonlart meme hiicre
hatlarinda ve meme kanseri klinik 6rneklerinde, sirastyla, dizileme yoluyla ve Sanger-COSMIC
veri tabaninda arastirilmistir. Meme hiicre hatlarinda, DNAJC9 geninin kor promotor bolgesinde
mutasyon tespit edilmemistir. Sanger COSMIC (v95) veri tabanindaki bilgilere gére meme
kanseri klinik Orneklerinde de mutasyon orami oldukg¢a diisiiktiir (< % 1). DNAJCY geninin
promotor bdlgesi metilasyon durumu, birlesik bistilfitrestriksiyon analizi (COBRA) yontemi ile
meme hiicre hatlarinda analiz edilmis ve metilasyon tespit edilmemistir. Promotor metilasyon
diizeyi, UALCAN in-siliko araci ile klinik 6rneklerde de incelenmistir. Meme kanseri klinik
orneklerinde, alt tiplere ait Orneklerde ve normal Orneklerde promotor bolgesi hipometile
bulunmustur (beta degeri < 0.25). Calismanin son kisminda, DNAJC9 geninin mRNA ifadesinin
hasta sagkalimina etkisi, DNA mikroarray ve RNA-seq veri setlerinde, Breast Cancer Gene-
ExpressionMiner (bc-GenExMiner; v4.8) in-siliko aracin1 kullanarak incelenmistir. DNAJC9
mRNA ifadesi, meme kanseri hastalarinda, tam sag kalim (OS), hastaliksiz sag kalim (DFS) ve

uzak metaztazsiz sag kalim (DMFS) degerlerini olumsuz etkilemektedir.

Sonug olarak, yiiksek DNAJC9 ifadesi meme kanserinde olumsuz sag kalim degerleri ile iligkilidir
ve bir biyobelirteg aday1 olarak Onerilebilir. Promotor metilasyonunun DNAJC9 gen ifadesine
etkisinin olmadigini diisiinmekle birlikte, histon modifikasyonlari, miRNA’lar, antisens-RNA’lar
gibi diger epigenetik etmenlerin DNAJC9 ifadesine olan etkileri arastirllmalidir. DNAJC9 geninin
meme karsinogenezindeki 6neminin daha iy1 anlagilmasi i¢in fonksiyonel arastirmalara da ihtiyag
vardir.

Anahtar Kelimeler: DNAJC9, ifade, meme kanseri, metilasyon, sag kalim

Bilim Kodu: 401.02.00
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Breast cancer is the most common type of cancer among women in the world. It is important
to identify target genes for the treatment, diagnosis, and prognosis of breast cancer, since it is
a heterogeneous type of cancer that can develop mechanisms of resistance to chemotherapy.
Heat shock proteins (HSP) have been shown to be frequently associated with cancers in recent
years, and many of them have been proposed as biomarkers and anti-cancer drug targets.
DNAJC9 is a member of the HSP family, and DNAJC9 expression has been associated with
carcinogenesis and radiotherapy resistance in previous studies. In this study, the expression of
DNAJC9 gene, its genetic alterations, the level of promoter methylation and its effect on

breast cancer survival were analyzed in breast cell lines and breast cancer clinical samples.

DNAJC9 mRNA expression was examined in breast cell lines (BT-20, SK-BR-3, MDA-MB-
231, ZR-75-1, MCF 10A) by multiplex semi-quantitative-RT-PCR and quantitative-RT-PCR
(Q-RT-PCR) methods. DNAJC9 mRNA level in the MDA-MB-231 cell line was found to be



ABSTRACT (continued)

higher (> 2 fold) compared to the non-tumorigenic breast epithelial cell line (MCF 10A). No
significant expression difference was observed in BT-20, ZR-75-1, SK-BR-3 cell lines compared

to MCF 10A.

DNAJC9 expression in breast cancer clinical samples, including breast cancer subtypes, was
examined by using Breast Cancer Gene-Expression Miner (bc-GenExMiner v4.8) in silico tool.
According to DNA microarray and RNA-seq datasets; DNAJC9 mRNA expression was
significantly higher in basal-like, HER2-E, luminalB subtypes compared to normal breast-like
samples (P < 0.0001). Genetic alterations of the DNAJC9 gene were investigated in breast cell
lines and breast cancer clinical specimens, by sequencing and in the Sanger-COSMIC database,
respectively. No mutations were detected in the core promoter region of the DNAJC9 gene in
breast cell lines. According to the information in the Sanger COSMIC (v95) database, the
mutation rate in breast cancer clinical samples is low (< % 1). The methylation status of the
promoter region of the DNAJC9 gene was analyzed by the combined bisulfite restriction analysis
(COBRA) method in breast cell lines and no methylation was detected. The level of promoter
methylation was also investigated in clinical samples with the in silico vehicle of UALCAN. The
promoter region was found to be hypo methylated in clinical breast cancer samples, samples of
subtypes, and normal samples (beta value < 0.25). In the final part of thestudy, the effect of
DNAJC9 mRNA expression on patient survival was examined in DNA microarray and RNA-seq
data set susing the Breast Cancer Gene-ExpressionMiner (bc-GenExMiner; v4.8) in silico tool.
DNAJC9 mRNA expression negatively affects overall survival (OS), disease-freesurvival (DES),

and distant metastasis-free survival (DMES) values in breast cancer patients.

In conclusion, high DNAJC9 expression is associated with unfavorable survival values in breast
cancer and could be suggested as a biomarker candidate. Although, we think that promoter
methylation has no effect on DNAJC9 gene expression, the effects of other epigenetic factors such
as histone modifications, miRNAs, antisense-RNAs on DNAJC9 expression should be
investigated. Functional studies are also needed to better understand the importance of the

DNAJC9 gene in breast carcinogenesis.

Keywords: DNAJC9, expression, breast cancer, methylation, survival

Science Code: 401.02.0
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BOLUM 1
GIRIS
1.1 MEME KANSERI

Memedeki temel anatomik yapilar, timi gogiis duvari iizerinde konumlandirilmis deri, yag,
fasiyal tabakalar, cooper baglari, fibroglandiiler doku, lenfatikler ve nérovaskiiler yapilardir.
Erkeklerde meme parankimi genellikle sadece yagdan olusur ve fibroglandiiler doku yoktur

(Jesinger 2014).

Meme, meme ucundan yayilan 15-20 lobdan olusur. Her lob, yag ve lifli bag dokusu ile
gevrilidir ve birgok lobiile boliinmiistiir. Lobiil (bazen duktal-lobiiler birim olarak da
adlandirilir) memenin temel yapisal birimidir ve epitel hiicrelerle kaplhidir (Al-Naggar 2014)
(Sekil 1.1).

- Pectoralis minor kas:

\ Pectoralis major kasi
Normal Meme 8 7 T ' : e Pectoral kas fasyas:

[ W Cooperbaglan

Meme alt: fasya boglugu

Meme alt fasya
Meme Ustil fasya

Yag doksuu
Kaburga kemikleri

Emzirme Doneminde Ec?:zt',e"z.e:o —

Meme dokusu

Sekil 1.1 Meme dokusu semast (Buzoglu 2020).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jesinger+RA&cauthor_id=24636325

Meme kanseri, lobiil adi verilen siit iiretimi i¢in gereken bezleri ve lobiilleri meme ucuna
baglayan kanallar1 iceren meme dokusunda hiicrelerin diizensizce biiyiimesi ile baslar (Al-

Naggar 2014).

En yaygin meme kanseri, invaziv duktal karsinomdur ve tiim invaziv meme kanserlerinin
yaklagik % 85 'i duktal kokenlidir. Kalan % 15 lobiilleri hizalayan hiicrelerde baslar (lobiiler
karsinom). Karsinomat6z olmayan meme kanserleri nadirdir ve memenin bag dokularindan
kaynaklanir. Invaziv lobiiler karsinom ve meme sarkomu veya meme lenfomas1 gibi diger
nadir goriilen histolojiler cok daha az yaygindir. Memenin invaziv olmayan karsinomu, in situ

duktal karsinomu ve in situ lobiiler karsinomu igerir (Al-Naggar 2014).

Tiim kotii huylu kanserler arasinda meme kanseri, tiim kanser dliimlerinin % 23 'inii olusturur
ve menopoz sonrast kadinlarda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir

(Akram vd. 2017).

Meme kanseri tiirleri, invaziv ve non-invaziv meme kanserleri olarak ikiye ayrilir (Akram vd.

2017).

1.1.1 Non-invaziv Meme Kanseri

Bulundugu lobiil veya kanallardan uzaklasmamis bir kanserdir. In situ duktal karsinoma ve in

situ lobiiler karsinoma (LCIS) invaziv olmayan meme kanseri 6rnegidir (Akram vd. 2017).

1.1.2 invaziv Meme Kanseri

Lobiillerin veya siit kanallarinin i¢indeki anormal hiicrelerin meme dokusuna yayilmasi ile
ortaya ¢ikar. Kanser hiicreleri, bagisiklik sistemi veya sistemik dolasim yoluyla memeden
viicudun farkli bolgelerine gecebilir. Mediiller karsinoma, infiltratif lobiiler karsinoma,
infiltratif duktal karsinoma, tiibiiler karsinoma invaziv meme kanseri 6rnegidir (Akram vd.

2017).



1.2 MEME KANSERININ MOLEKULER ALT TiPLERI

Meme kanseri, bir anatomik bolgeyi etkileyen ancak fenotipik olarak degisken olan heterojen

bir hastaliktir.

Bugiine kadar yapilan bazi1 ¢alismalar farkli biyolojik alt tiplerin, tedavi yanitindaki ve
hastaliga 6zgii sonuglardaki varyasyonlarla iliskili oldugunu géstermistir. Tiimor morfolojisi,
derece siniflandirmasi, tiimor boyutu, lenf diigiimii metastazlarinin varligt ve ER, PR ve

HER?2 ekspresyonu dahil olmak tizere ¢esitli faktorlere dayanmaktadir (Fragomeni vd. 2018).

Coklu gen imzalari, meme kanserinde biyolojik kavrama ve risk siiflandirmasi saglar. 2009
yilinda, Parker ve ark. meme kanserinin “igsel” alt tiplerini siniflandirmak i¢in minimal bir
gen seti (PAMS50) tliretmistir. Bu igsel molekiiler alt tipler, 50 genin (PAMS50) mRNA
ekspresyonu ile tanimlanmaktadir ve bu siniflandirmanin, prognozu O6nemli o6lgiide
tyilestirdigi gosterilmistir. PAMSO0 sisteminine gore meme kanseri alt tipleri: Luminal A,
Luminal B, Basal, Her2-enriched, ve normal-benzeri seklinde tanimlanmistir. Bunun gibi
mevcut sistemlerin kullanilmasina ve gelistirilmesine yonelik yaklasimlar  bagimsiz

biyobelirteglerin prognostik degerini degerlendirmeyi saglamaktadir (Pu 2020).

Ayrica, hem Perou hem de Sorlie, meme kanserinin farkli alt tiplere gore
siniflandirilabilecegini gostermistir. Bu alt tipler: luminal ER pozitif (luminal A ve luminal

B), HER2-pozitif ve bazal benzeri olarak siniflandirilmistir (Sekil 1.2) (Howlader vd. 2018).

Better Worse
Prognosis Tumor Subtypes Prognosis
Luminal A | Luminal B ' HER2+ l Triple negative

| Basal | claudindow | mBc [ =

Luminal Luminal-HER2+ ER-negative-HER2+ Basal

[ Basala | Basal B \

Less Cell Line Subtypes More
Aggressive Aggressive

Sekil 1.2 Meme kanseri hiicre hatlar1 ve timorler arasindaki molekiiler alt tipler gorseli (Dai
vd. 2017).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fragomeni+SM&cauthor_id=29132568
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Howlader+N&cauthor_id=29593010

Ortak HR / HER2 durumu ile yaklagtirilan dort ana molekiiler alt tip sunlardir: HR +/ HER2—
(yani yaklasik Luminal A alt tipi), HR + / HER2 + (Luminal B), HR— / HER2 + (HER2-
zenginlestirilmis) ve HR—/ HER2 - (li¢lii negatif) (Sekil 1.2) (Howlader vd. 2018).

Cizelge 1.1 Meme kanserinde molekiiler alt tiplerin siniflandirilmas: (Fragomeni SM vd.

2018).
Molekiiler alt tip ER PR HER 2
Luminal A pozitif ve/veya pozitif negatif
pozitif
Luminal B pozitif ve/veya negatif* veya negatif
pozitif
Luminal B pozitif ve/veya negatif** veya pozitif
HER2 negatif negatif pozitif
Triple negative or
basal-like negatif negatif negatif
*(PR <20 % + Ki 67 > 14 %)
**(Any PR + any Ki 67)

ER — 6strojen reseptorii;, HER2 — insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2; PR — progesteron reseptorii

St. Gallen 2013 siiflandirmasina gore Ki67 hiicre proliferasyonunun bir belirtecidir. Luminal
B, HER2-negatif alt tipi ile iliskili faktorler olarak % 20 'den daha diisiik bir PR kesintisini
icermistir (Fragomeni vd. 2018) (Cizelge 1.1).

Meme kanserlerinin yaklasik % 40 '1 luminal A 'dir ve bu onu en yaygin meme kanseri alt tipi
yapar. Bu tiimoérler ER + ve / veya PR + ve HER2- olma egilimindedir, yavas biiyiir ve diger
alt tiplere gore daha az agresiftir, yaklasik % 10 ila % 20 'si liiminal B 'dir. Liiminal A
tiimorleri gibi, cogu liiminal B tiimoérii ER + ve / veya PR + 'dir, ancak HER2 ekspresyonu
veya yliksek proliferasyon oranlar1 (aktif olarak boliinen yiiksek sayida kanser hiicresi) ile

ayirt edilirler (Al-Naggar 2014).

Meme kanserlerinin yaklasik % 10 ila % 20 'si bazal benzeri olup, bazal benzeri meme
kanserlerinin ¢ogu ER-, PR- ve HER2- olduklar1 i¢in “ii¢lii negatif” olarak adlandirilir. Bazal
benzeri meme kanseri teshisi konan kadinlar, diger meme kanseri tiirleriyle teshis edilenlere
gore daha zayif bir kisa vadeli prognoza sahiptir ¢linkii bu tiimérler i¢cin hedefe yonelik
tedaviler yoktur. Meme kanserlerinin yaklasik % 10 'u fazladan HER2 (biiylimeyi destekleyen
protein) liretir ve hormon reseptorlerini (ER- ve PR-) ifade etmez. Bu kanserler diger meme
kanserlerinden daha agresif bir sekilde biiylime ve yayilma egilimindedir ve ER + meme

kanserlerine kiyasla daha kotii kisa vadeli prognozla iliskilidir (Al-Naggar 2014).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Howlader+N&cauthor_id=29593010
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fragomeni+SM&cauthor_id=29132568
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fragomeni+SM&cauthor_id=29132568

Meme kanseri, kadinlarda en sik goriilen kanserdir ve diinya ¢apinda neredeyse dort
kanserden birini olusturur ve ayn1 zamanda 2018 'de tahminen 627.000 6liimle kansere bagl
Olimlerin 6nde gelen nedenidir (Cakmak vd. 2020). Ayrica meme kanseri diinyanin 11

bolgesinde en sik 6liim nedeni olmustur (Ferlay vd. 2019).
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Sekil 1.3 2018 yilinda kadin meme kanserleri i¢in bolgeye 6zgii insidans ve mortalite yasa
gore siniflandirilan ¢ubuk grafigi gorseli (Bray vd. 2018, GLOBOCAN 2018).

Yirmi diinya bolgesindeki cografi degiskenlige odaklanarak Uluslararast Kanser Arastirma
Ajansi tarafindan {iretilen GLOBOCAN 2018 kanser insidansina bakildiginda kadinlar
arasinda meme kanseri en sik teshis edilen kanserdir ve kanserden Oliimlerin 6nde gelen

nedenidir (Sekil 1.3) (Bray vd. 2018).

Meme kanseri, Tirkiye 'de kadinlarda en sik goriilen kanser tiirii ve kansere bagli 6liimlerin
onde gelen nedenidir. Tiirkiye Meme Hastaliklar1 Dernekleri Federasyonu Ulusal Meme
Kanseri Kayit Programina kayithh hastalara bakildigi zaman Mayis 2005 ile Nisan 2017
arasinda yirmi bin hasta kaydedilmistir (Sekil 1.4).



The estimated age-adjusted breast cancer risk in women
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Sekil 1.4 2013 niifus sayimu verilerine gére kadinlarda tahmini yasa gore ayarlanmis meme
kanseri risk durumu. Yas ortalamasi 51 olarak belirlenmistir (Ozmen vd. 2019).

Meme karsinogenezinde daha fazla arastirma yapmak, yeni genler belirlemek meme kanseri
tedavisinde ve tanisinda olduk¢a dnemlidir. Ayrica 1s1 soku proteinleri (heat-shock proteins,

HSP) bu konuda incelenmesi gereken 6nemli bir noktadir (Cho 2007, Khalil vd. 2011).

1.3 HSP

Heat shock proteinleri, hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda bulunabilen, sitoplazma,
cekirdek, endoplazmik retikulum ve mitokondride bulunan eski ve yiiksek oranda korunmus

bir protein sinifin1 temsil eder (Fagone vd. 2012).

Apoptoz, sinyal iletimi, hiicre dongiisii regiilasyonu bagta olmak iizere transkripsiyonel
aktivasyonu etkiler. Molekiiler saperon olarak gorev alirlar. Yani proteinlerin dogru
katlanmalarina, translokasyonlarina ve yikimlarina yardimci olur. Ayrica agregasyonlarini

baskilar ve ekspresyonlart stres tarafindan hizla diizenlenir (Sterrenberg vd. 2011).

DNAJ(HSP40) ailesi insanlardaki en fazla liyeye sahip HSP ailesidir. Korunmus bir J-alaninin
varligi ile tanimlanir. Bu J bolgesi Hsp70 *in ATPase aktivitesini uyarir (Fagone vd. 2012).
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Sekil 1.5 HSP-70-DNAJ kompleksi tarafindan onerilen saperon destekli protein katlama
modeli (Sterrenberg vd. 2011).
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DNAJ proteinlerinin “J” bolgesi, HSP70 ile baglantida ve HSP70 ’in ATPaz kismini
uyarmada en 6nemli rolii listlenir. ATPaz kisminin uyarilmasi ile ATP ADP ’ye hidrolize olur
ve bu sayede HSP70 ’in substratlarina baglanma giicii ve yatkinlig1 oldukga artar, stabil bir

HSP70-substrat kompleksi olusmast saglanir.

HSP 'ler, bes alt aileye boliinmiistiir ve 95 gen iceren evrimsel olarak korunmus bir gen
ailesine aittir. Bunlar: Saperonin alt ailesi (CHAP) altinda gruplanan tip 1 saperoninler
(HSP10 ve HSP60) ve BBs saperoninler ve tip Il saperoninler (CCT genleri); HSP70 (HSPA)
ve biiyiik HSP 100-110 kDa (hepsi HSP70 ailesine dahildir); Kiiciik HSP 12-43 kDa (HSPB);
HSP90 (HSPC); ve HSP40 (DNADJ) aileleridir (Zoppino vd. 2018).

Hsp40 Example
Sub-Type
I J CTD2 DnalJ ,Ydjl
Hdj-2, ERj1
Hdj-1, CbpA
I CTD2 @ Sis1
Sec63, ERJ2,
1 Zuotin, Csp,

Auxillin, Swa2

Sekil 1.6 Hsp40 ailesinin farkli alan yapilarina sahip tiyeleri ve 3 farkhi alt tipi gorseli
(Chun-Yang vd. 2003).



J, J- alant; G/F, glisin ve fenilalanin bakimindan zengin bolge; ZFLR, ¢inko parmak benzeri
bolge; G/M, glisin ve metiyonin bakimindan zengin bolge; CTD1, karboksil-terminal bolgel;
CTD2, karboksil-terminal bolge 2; DD, dimerizasyon alani iken J-alani tiim HSP-40
proteinlerinde bulunur ve HSP70 'in ATP hidrolitik dongiisiiniin diizenlenmesinden

sorumludur (Sekil 1.6) (Chun-Yang vd. 2003).

Tip I- DNAJA; Tip II- DNAJB; Tip III DNAJC olarak isimlendirilir (Sterrenberg vd. 2011).
Is1 soku proteini (HSP) seviyeleri meme kanserinde yiiksektir ve yeni tedaviler i¢in molekiiler
hedeflerdir. HSP 'ler ilk olarak protein denatiirasyonuna yol agan streslere maruz kalan
normal hiicrelerde biiyiik miktarlarda indiiklenen proteinler olarak gézlenmistir (Calderwood

vd. 2012).

HSP 'ler Baslangicta 1s1 soku gibi proteotoksik streslere maruz kalan hiicrelerde oldukca bol
hiicresel proteinler olarak tespit edilmistir ve derin stres direncine yol acan 1s1 soku tepkisinin

(HSR) 6nemli bilesenleri oldugu anlagilmistir (Lindquist ve Craig 1988).

HSP 'ler, i¢sel molekiiler saperon 6zelliklerinin aracilik ettigi kotii huylu transformasyon ve
ilerlemede Onemli roller oynar. Bu proteinler su anda meme kanseri tedavisinde
hedeflenmektedir ve Hsp90 i¢in etkili ilaglar sentezlenmistir. Meme karsinom hiicreleri ayrica
bol miktarda HSP-tiimor antijen kompleksi icerir ve bu kompleksler, her bireyin kanseri i¢in
kisisellestirilmis tedavi saglayan etkili tiimor asis1  yaklasimlart gelistirmek i¢in

kullanilmaktadir (Calderwood vd. 2012).

Is1 soku proteinleri (Hsps), cesitli sitotoksik ilaglarla in vitro indiiklenir; insan meme kanseri
hiicrelerinde bu proteinlerin anti-kanser ila¢ direncinde rol oynadigi goriilmektedir.
Kemoterapi sonrasi niikleer Hsp27 ve Hsp70 ekspresyonunun arttigi ve Hsp70 sitoplazmik
ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir. Ayrica tiimor hiicrelerinde yiiksek niiklear Hsp70
oraninin (> % 10), ilag direnci ile 6nemli dl¢lide korelasyon gosterdigi saptanmistir (Vargas-

Roig vd. 1998).

Hsp70 ve Hsp90, protein homeostazinda yer alan hiicresel mekanizmanin 6nemli
bilesenleridir ve neredeyse her hiicresel siirece katilirlar. Her biri baz1 saperon aktivitelerini

bagimsiz olarak gerceklestirse de yeniden hiicresel modelleme reaksiyonlarinda igbirligi



yaparlar. Okaryotlarda, hem Hsp90 hem de Hsp70, cok sayida Hsp90 ve Hsp70 ko-
saperonlariyla birlikte ¢alisir (Genest vd. 2019).

Zaman ig¢inde yapilan calismalarla birlikte heat shock proteinlerin hiicre dis1 alanda mevcut
oldugu ve iglev gordiigii gosterilmistir. Hsp90alpha yiizeyde ve HT-1080 fibrosarkom
hiicrelerinin kosullandirilmis ortaminda bulunmustur. Burada, matriks metalloproteinaz-2 nin
(MMP2) aktivasyonuna yardimci olan ve artan tiimor invazivligine yol acan molekiiler bir

saperon gorevi iistlenmektedir (Eustace vd. 2004).

Hsp90 'daki lizin kalintilarin1 deasetile eden histon deasetilaz (HDAC) 6 'nin devreden
cikarilmasi, tersine cevrilebilir hiperasetilasyonu indiikler ve hsp90 ''n ATP baglanmasini ve

saperon fonksiyonunu zayiflatir (Yang vd. 2008).

Meme kanseri 6liimlerinin bir ¢ogu metastazdan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle metastazin
erken adimi olan, migrasyon ve invazyonun daha iyi anlasilmast meme kanseri metastazini
inhibe eden tedavilerin gelistirilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Ko-saperon kompleksi, in-
vitro ortamda MMP-2 'nin Hsp90 'a aracili aktivasyonunu arttirirken, sartlandirilmis ortamda
Hsp70 'in inhibisyonu, bu aktivasyonu azaltir. Kanser hiicresi migrasyon ve invazyonu

bdylece azalmaktadir (Sims vd. 2011).

‘ @ @ HSP level

¥ mutation

=
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Sekil 1.7 Meme hiicrelerinde HSP 'nin mutasyon ile iligkisi (Calderwood vd. 2012).



Normal bir meme hiicresi popiilasyonunda mutant onkoproteinlerin ekspresyonuna yol acan
bir timor baslatan mutasyon meydana gelir. Yiiksek HSP 'lere sahip hiicrelerin asirt
bliylimesini destekleyen onkoproteinin anormal konformasyonuna eslik etmek i¢in daha
yiiksek HSP seviyeleri gerekli olacaktir. Tumorigenisis genellikle coklu mutasyon olaylarini
icerir ve bunlar, protein stresiyle basa ¢ikmak i¢in giderek daha yiiksek HSP seviyelerine
sahip hiicreleri sececektir. Dolayisiyla, yiiksek HSP seviyeleri, meme tiimorii hiicre
poplilasyonunda genetik  ¢esitliligin  olugmasina izin vererek, tiimor fenotipinin
evrimlesmesine yardimci olur ve olumsuz kosullara ve timor tedavisine yanita izin verir.
Ayrica ortaya ¢ikan tlimor hiicrelerinin apoptotik 6lim ve senesensden oldugunu kanitlar,

onkojenlere eslik ederek proliferasyonu tetikler (Sekil 1.7) (Calderwood vd. 2012).

NTD MD CTD
1 226 234 489 501 624
T —— Escherichia coliHsp90
1 216 262 522 525 708
BN W vce0  Saccharomyoss cerevisiae Hsps2
1 282 331 590 603 803 ) .
BN M  GRPo“ (endoplasmic reticulum Hspoo)
1 308312 571 587 716
e Hew TRAP1 (mitochondrial Hspoo)
1 217 275 536 547 724

MEEVD Human Hsp90p

|

linker

Sekil 1.8 Hsp90 homologlarinda alan organizasyonunun korunmasi (Genest vd. 2019).

Hsp90, E. coli ve insanlar arasinda ~% 50 sekans benzerligine sahip oldukg¢a korunmus bir
proteindir. Bir N-terminal alan1 (NTD), orta alan (MD) ve bir C-terminal alan1 dahil olmak
tizere li¢ alandan olusan her protomer ile bir homodimer olarak bulunur. Hsp90 protomerleri,
ATP baglanmasi1 ve hidrolizinde, bazi istemcilerle etkilesimde yer alan bir NTD (N-Terminal
Domain, yesil) icerir. Baglamay1 saglayan ve Hsp70 ile dogrudan etkilesimde yer alan bir MD
(Middle-Domain, sar1); ve dimerizasyon bolgesini iceren ve alic1 baglanmasinda rol oynayan

bir CTD (C-Terminal Domain, mavi) igerir (Sekil 1.8) (Genest vd. 2019).
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Sekil 1.9 Meme hiicresi karsinojenezi gorseli (Calderwood vd. 2012).

Meme hiicresi karsinojenezinde ve meme kanseri ilerlemesinde HSF1 koti huylu
sinyalizasyonda, anti-metastatik genlerin gen baskisinda, HSP-27 ile HSP-70 apoptoz ve
senesensin inhibe edilmesinde, hiicre sagkaliminin artirilmasinda HSP-90 ise onkogenezin

ekspresyonunda gorev alir (Sekil 1.9) (Calderwood vd. 2012).

Yapilan calismalar ile HSP 'lerin pek ¢ok farkli kanser tiirlinde cesitli gorevler aldigi
goriilmistiir (Cizelge 1.2). Boylece kanserlesmede biyobelirte¢ ve potansiyel ila¢ hedefleri
olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Khalil vd. 2011; Sterrenberg vd. 2011). Ornegin HSP60
"'n meme kanserinde erken teshiste biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ongdriilmiistiir (Bini

vd. 1997).

Cizelge 1.2 HSP40 ailesine ait olan bazi DNAIJ 'larin iligkili bulundugu kanserler ve
kromozom lokasyonlar1 (Kampinga vd. 2009, Mitra vd. 2009).

DNAJ Alternatif Isim Kanser Tipi Kromozom
DNAJA1 HDJ2 Glioblastoma 9pl13-pl2
DNAJA3 Htid1 Meme 16p13.3
DNAJB4 HLIJ1 Akciger 1p31.1
DNAJB6 MRJ Meme 11924.3
DNAJC9 HDJC9 Akciger 10q22.2
DNAICI12 JDP1 Meme 10g22.1
DNAIC15 MCJ Beyin 13q14.1

1.3.1 DNAJCY

HSP40 'n bir iiyesi olan ve 10. kromozomun q kolunda bulunan (Sekil 1.10) ve tek bir
transkripten kodlanan (Sekil 1.11) DNAJC9 (JDD1) 'un kemoterapi i¢in biyobelirteg ya da

11



ila¢ hedefi olarak kullanilabilecegi cesitli ¢alismalar ile gosterilmistir (Khalil vd. 2011; Wu
vd. 2007).

DNAJAI (glioblastoma ve prostatta) ve DNAJBII (yumurtalik tiimorlerinde) ‘de oldugu gibi
DNAJC9 °da kanser gelisimi ve metastaziyla iliskilendirilmistir (Buttacavoli vd. 2021).
DNAJC9 geninin ifadesi incelendiginde metastatik serviks kanserlerinde, metastatik
olmayanlara gore daha yiiksek oldugu gériilmiistiir (Lyng vd. 2006). insan embryonik kok
hiicrelerinde ve meme kanseri kok hiicreleri incelendiginde ise DNAJC9 geninin ifadesi

yiiksek bulunmustur (Van Hoof vd. 2006).

Iki meme kanseri kohortu ile yapilan transkriptomik analiz incelendiginde DNAJC9 geninin
luminal B, HER2+ ve bazal tipi meme kanserinde normal meme Orneklerine gore fazla ifade

oldugu goriilmiistiir (Zoppino vd. 2018).

Bagka bir calismada ise DNAJC9 ifadesi glioblastomalarda radyoterapi direnci ile iligki
bulunmustur (Wang C vd. 2019) ve HSP 'ler arasinda DNAJC9 KM plotter analizine gore
genel hayatta kalma ile pozitif yonde iligkili (p<0 ,05) bulunmustur (Klimczak vd. 2019).

Bir baska c¢alismada UALCAN cevrim i¢i aractyla yapilan incelemeye gore DNAJC9
promotorunun hipometile oldugu goézlenmis. KM plotter aracinda niikssiiz hayatta kalma
(RFS), genel hayatta kalma (OS) ve uzak metastazsiz hayatta kalma (DMFS) verileri
incelendiginde ise yiiksek mRNA ifadesinin sag kalimi olumsuz etkiedigi gosterilmistir

(Buttacavoli vd. 2021).

[~ DrSEE pi3 N

e

Sekil 1.10 DNAJCY9 10.q22.2 lokasyonunda bulunmaktadir (Gorsel ENSEMBL 'dan
alinmistir) (Cunningham vd. 2022).
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Name Transcript ID bp = Protein  Biotype
DNAJC9-201 ENST00000372950.6 2295 | 260aa | Protein coding

DNAJC9-202 ENST00000453189.2 762 | No protein | Processed transcript
DNAJC9-203 ENST00000469143.1 362 | No protein | Processed transcript

Sekil 1.11 DNAJC9 'a ait olan li¢ transkriptten sadece bir tanesi protein kodlamaktadir.
(Gorsel ENSEMBL 'dan alinmigtir) (Cunningham vd. 2022).
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2.1 MATERYALLER

2.1.1 Hiicre Hatlan

BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEMLER

Cizelge 2.1 ’de molekiiler alt tip bilgileri belirtilen BT-20, SK-BR-3, MDA-MB-231, ZR-75-

1 meme kanseri hiicre hatlar1 ve MCF 10A non-tiimérijenik meme hiicre hatti, Dog¢. Dr. Isik

YULUG (Bilkent Universitesi, Ankara) tarafindan saglanms ve ATCC (American Type

Culture Collection) talimatlarina gére biyiitiilmistiir.

2.1.2 Klinik Ornekler

Ifade ve sag kalim analizlerinde kullanilan veri setleri ile ilgili bilgiler asagidaki gibidir.

2.1.2.1 ifade Analizinde Kullamlan Veri Setleri

2.1.2.1.1 DNA Mikroarray Veri Setleri

Ver Study code Original data Filtered data Final data
Reference No. Subtyped Gene No.
patients -selected patients | found | patients
1.0 | Rosetta2002 Van de Vijver et al., 2002 295 295 0
1.0 | PNAS1732912100 | Sotiriou et al., 2003 99 99 0
1.0 | GSE1379 Ma et al., 2004 59 59 0
1.0 | GSE2603 Minn et al., 2005 82 82 82
1.0 | GSE1456 Pawitan et al., 2005 159 159 159
1.0 | GSE2034 Wang et al., 2005 286 286 286
1.0 | GSE2741 Weigelt et al., 2005 50 50 50
1.0 | GSE3143 Bild et al., 2006 158 158 158
1.0 | E TABM_158 Chin et al., 2006 112 112 112
1.0 | GSE4922 Ivshina et al., 2006 249 249 249
1.0 | GSE7390 Desmedt et al., 2007 198 198 198
1.0 | GSE6532 Loi et al., 2007 267 267 267
1.0 | GSE5327 Minn et al., 2007 58 58 58

15



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12490681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12917485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15193263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16049480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16280042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15721472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16230372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16273092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17157792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17079448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17545524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17401012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17420468

1.0 | E_UCON_1 Naderi et al., 2007 135 135 135
1.0 | GSE7849 Anders et al., 2008 75 75 75
1.0 | GSE9893 Chanrion et al., 2008 151 151 0
1.0 | GSE9195 Loi et al., 2008 77 77 77
1.0 | GSE10510 Calabro et al., 2009 139 139 139
1.0 | GSE11264 Jézéquel et al., 2009 252 0 0
1.1 | GSE11121 Schmidt er al., 2008 200 200 200
1.1 | GSE12093 Zhang et al., 2009 136 136 136
3.1 | GSE8757 Chin et al., 2007 171 171 171
3.1 | GSE7378 Zhou et al., 2007 54 54 54
3.1 | GSE16391 Desmedt et al., 2009 55 55 55
3.1 | GSE22133 Jonsson et al., 2010 346 345 0
3.1 | GSE19615 Lieral, 2010 115 115 115
3.1 | GSE17907 Sircoulomb et al., 2010 55 55 55
3.1 | GSE22219 Buffa et al., 2011 216 216 216
3.1 | GSE20711 Dedeurwaerder ez al., 2011 85 85 85
3.1 | GSE26971 Filipits et al., 2011 277 277 277
3.1 | GSE25055 Hatzis et al., 2011 309 309 309
3.1 | GSE20685 Kao et al., 2011 296 296 296
3.1 | GSE21653 Sabatier et al., 2011 239 239 239
3.1 | GSE16987 Wang et al., 2011 149 149 149
3.1 | GSE33926 Kuo et al., 2012 51 51 51
3.1 | GSE45255 Nagalla et al., 2013 41 41 41
4.3 | GSE2109 expO et al., 2005 298 298 298
4.3 | GSE8193 Yau et al., 2007 47 47 47
4.3 | GSE20462 Parris et al., 2010 94 94 94
4.3 | GSE17705 Symmans et al., 2010 43 43 43
4.3 | GSE24450 Heikkinen et al., 2011 174 174 174
4.3 | GSE31448 Sabatier et al., 2011 71 71 71
4.3 | METABRIC Curtis et al., 2012 1980 1 980 1980
43 | E MTAB_365 Guedj et al., 2012 536 536 536
4.3 | GSE30682 Servant et al., 2012 343 343 343
4.3 | GSE42568 Clarke et al., 2013 104 104 104
4.3 | GSE40115 Larsen et al., 2013 183 183 183
4.3 | GSE55348 Castagnoli et al., 2014 53 53 53
4.3 | GSE43358 Fumagalli et al., 2014 56 56 56
4.3 | GSE36295 Merdad et al., 2014 45 45 45
4.3 | GSE37751 Terunuma et al., 2014 55 55 55
4.3 | GSE76274 Burstein et al., 2015 66 66 66
4.3 | GSE97177 Biermann et al., 2017 53 53 53
4.6 | GSE80999 Aure et al., 2017 381 381 381
4.6 | GSE86166 Prabhakaran et al., 2017 366 366 366

Total: 10 644 10 391 49 9 442
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16936776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18167534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18347175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18498629
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18592372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19020972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18593943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18821012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17925008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17407600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19573224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20576095
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20098429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20932292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21737487
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21910250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21807638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21558518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21501481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20490655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21939527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23049873
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23618380
http://www.intgen.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17850661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20551037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20697068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22171747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22110708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22522925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21785460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22271875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23740839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23704984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25164009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25412710
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24596383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24316975
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25208879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28877888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28356166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28629479

2.1.2.1.2 RNA-Seq Veri Setleri

Ver Study code Original data Filtered data Final

data

Reference No. Subtyped Gene No.

patients -selected found patients
patients

43 | TCGA TCGA et al., 2012 743 743 743
4.3 | SCAN-B/ GSE96058 | Saal et al., 2015 3273 3273 3273
4.3 | SCAN-B / GSE81538 | Brueffer et al., 2018 405 405 405
Total: 4421 4421 3 4421

2.1.2.2 Sag Kalim Analizlerinde Kullanilan Veri Setleri

2.1.2.2.1 DNA Mikroarray Veri Setleri

a) Tam sagkalim (OverallSurvival; OS) analizinde kullanilan DNA Mikroarrayveri setleri:

Ver Study code Original data Filtered data Final data
Reference No. (N all, ER all, Gene No. No.
patients | PR all and OS) | found | patients | OS
-selected
patients

1.0 | Rosetta2002 Van de Vijver et al., 2002 295 295 0 0
1.0 | PNAS1732912100 | Sotiriou et al., 2003 99 99 0 0
1.0 | GSE1379 Ma et al., 2004 59 0 0 0
1.0 | GSE2603 Minn et al., 2005 82 0 0 0
1.0 | GSE1456 Pawitan et al., 2005 159 159 159 40
1.0 | GSE2034 Wang et al., 2005 286 0 0 0
1.0 | GSE2741 Weigelt et al., 2005 50 50 50 10
1.0 | GSE3143 Bild et al., 2006 158 158 158 50
1.0 | E_TABM_158 Chin et al., 2006 112 112 112 35
1.0 | GSE4922 Ivshina et al., 2006 249 0 0 0
1.0 | GSE7390 Desmedt et al., 2007 198 198 198 56
1.0 | GSE6532 Loi et al., 2007 267 0 0 0
1.0 | GSES327 Minn et al., 2007 58 0 0 0
1.0 | E_ZUCON_1 Naderi et al., 2007 135 135 135 47
1.0 | GSE7849 Anders et al., 2008 75 0 0 0
1.0 | GSE9893 Chanrion et al., 2008 151 151 0 0
1.0 | GSE9195 Loi et al., 2008 77 0 0 0
1.0 | GSE10510 Calabro et al., 2009 139 134 134 63
1.0 | GSE11264 Jézéquel et al., 2009 252 252 0 0
1.1 | GSE11121 Schmidt et al., 2008 200 0 0 0
1.1 | GSE12093 Zhang et al., 2009 136 0 0 0
3.1 | GSE8757 Chin et al., 2007 171 171 171 57
3.1 | GSE7378 Zhou et al., 2007 54 0 0 0
3.1 | GSE16391 Desmedt et al., 2009 55 0 0 0
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http://portal.gdc.cancer.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25722745
http://ascopubs.org/doi/10.1200/PO.17.00135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12490681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12917485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15193263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16049480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16280042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15721472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16230372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16273092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17157792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17079448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17545524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17401012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17420468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16936776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18167534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18347175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18498629
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18592372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19020972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18593943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18821012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17925008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17407600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19573224

3.1 | GSE22133 Jonsson et al., 2010 346 339 0 0
3.1 | GSE19615 Liet al., 2010 115 0 0 0
3.1 | GSE17907 Sircoulomb et al., 2010 55 0 0 0
3.1 | GSE22219 Buffa et al., 2011 216 0 0 0
3.1 | GSE20711 Dedeurwaerder et al., 2011 85 0 0 0
3.1 | GSE26971 Filipits et al., 2011 277 0 0 0
3.1 | GSE25055 Hatzis et al., 2011 309 0 0 0
3.1 | GSE20685 Kao et al., 2011 296 296 296 62
3.1 | GSE21653 Sabatier et al., 2011 239 0 0 0
3.1 | GSE16987 Wang et al., 2011 149 0 0 0
3.1 | GSE33926 Kuo et al., 2012 51 0 0 0
3.1 | GSE45255 Nagalla et al., 2013 41 41 41 10
4.3 | GSE2109 expO et al., 2005 298 0 0 0
4.3 | GSE8193 Yau et al., 2007 47 0 0 0
4.3 | GSE20462 Parris et al., 2010 94 94 94 44
4.3 | GSE17705 Symmans et al., 2010 43 0 0 0
4.3 | GSE24450 Heikkinen et al., 2011 174 174 174 27
4.3 | GSE31448 Sabatier et al., 2011 71 0 0 0
4.3 | METABRIC Curtis et al., 2012 1980 1980 1980 | 1143
4.3 | EMTAB_365 Guedj et al., 2012 536 0 0 0
4.3 | GSE30682 Servant et al., 2012 343 0 0 0
4.3 | GSE42568 Clarke et al., 2013 104 104 104 35
4.3 | GSE40115 Larsen et al., 2013 183 0 0 0
4.3 | GSE55348 Castagnoli et al., 2014 53 0 0 0
4.3 | GSE43358 Fumagalli et al., 2014 56 55 55 5
4.3 | GSE36295 Merdad et al., 2014 45 0 0 0
4.3 | GSE37751 Terunuma et al., 2014 55 55 55 19
4.3 | GSE76274 Burstein et al., 2015 66 0 0 0
4.3 | GSE97177 Biermann et al., 2017 53 0 0 0
4.6 | GSE80999 Aure et al., 2017 381 0 0 0
4.6 | GSE86166 Prabhakaran et al., 2017 366 366 366 103

Total: | 10 644 5418 | 49 4282 | 1806
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20576095
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20098429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20932292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21737487
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21910250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21807638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21558518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21501481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20490655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21939527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23049873
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23618380
http://www.intgen.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17850661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20551037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20697068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22171747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22110708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22522925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21785460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22271875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23740839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23704984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25164009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25412710
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24596383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24316975
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25208879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28877888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28356166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28629479

b) Hastaliksiz sagkalim (Disease-Free Survival; DFS) analizinde kullanilan DNA Mikroarray

veri setleri:

Ver Study code Original data Filtered data Final data
Reference No. (N all, ER all, Gene No. No.
patients PR all and found | patients | DFS
DFS)
-selected
patients

1.0 | Rosetta2002 Van de Vijver et al., 2002 295 295 0 0
1.0 | PNAS1732912100 | Sotiriou et al., 2003 99 99 0 0
1.0 | GSE1379 Ma et al., 2004 59 59 0 0
1.0 | GSE2603 Minn et al., 2005 82 82 82 27
1.0 | GSE1456 Pawitan et al., 2005 159 159 159 50
1.0 | GSE2034 Wang et al., 2005 286 286 286 107
1.0 | GSE2741 Weigelt et al., 2005 50 50 50 13
1.0 | GSE3143 Bild et al., 2006 158 158 158 50
1.0 | ETABM_158 Chin et al., 2006 112 112 112 42
1.0 | GSE4922 Ivshina et al., 2006 249 249 249 89
1.0 | GSE7390 Desmedt et al., 2007 198 198 198 91
1.0 | GSE6532 Loi et al., 2007 267 259 259 88
1.0 | GSE5327 Minn et al., 2007 58 58 58 11
1.0 | E UCON_1 Naderi et al., 2007 135 135 135 65
1.0 | GSE7849 Anders et al., 2008 75 75 75 14
1.0 | GSE9893 Chanrion et al., 2008 151 151 0 0
1.0 | GSE9195 Loi et al., 2008 77 77 77 13
1.0 | GSE10510 Calabro et al., 2009 139 134 134 96
1.0 | GSE11264 Jézéquel et al., 2009 252 252 0 0
1.1 | GSE11121 Schmidt ef al., 2008 200 200 200 46
1.1 | GSE12093 Zhang et al., 2009 136 136 136 20
3.1 | GSE8757 Chin et al., 2007 171 171 171 56
3.1 | GSE7378 Zhou et al., 2007 54 54 54 9
3.1 | GSE16391 Desmedt et al., 2009 55 55 55 55
3.1 | GSE22133 Jonsson et al., 2010 346 339 0 0
3.1 | GSE19615 Lietal., 2010 115 115 115 14
3.1 | GSE17907 Sircoulomb et al., 2010 55 39 39 17
3.1 | GSE22219 Buffa et al., 2011 216 216 216 82
3.1 | GSE20711 Dedeurwaerder ef al., 2011 85 85 85 36
3.1 | GSE26971 Filipits et al., 2011 277 258 258 58
3.1 | GSE25055 Hatzis et al., 2011 309 309 309 65
3.1 | GSE20685 Kao et al., 2011 296 296 296 73
3.1 | GSE21653 Sabatier et al., 2011 239 229 229 74
3.1 | GSE16987 Wang et al., 2011 149 147 147 10
3.1 | GSE33926 Kuo et al., 2012 51 51 51 12
3.1 | GSE45255 Nagalla et al., 2013 41 41 41 14
4.3 | GSE2109 expO et al., 2005 298 0 0 0
4.3 | GSE8193 Yau et al., 2007 47 0 0 0
4.3 | GSE20462 Parris et al., 2010 94 94 94 44
4.3 | GSE17705 Symmans et al., 2010 43 43 43 8
4.3 | GSE24450 Heikkinen et al., 2011 174 174 174 34
4.3 | GSE31448 Sabatier et al., 2011 71 0 0 0
4.3 | METABRIC Curtis et al., 2012 1980 1980 1980 | 1235
4.3 | E MTAB_365 Guedj et al., 2012 536 526 526 118
4.3 | GSE30682 Servant et al., 2012 343 0 0 0
4.3 | GSE42568 Clarke et al., 2013 104 104 104 48
4.3 | GSE40115 Larsen et al., 2013 183 0 0 0
4.3 | GSE55348 Castagnoli et al., 2014 53 53 53 23
4.3 | GSE43358 Fumagalli et al., 2014 56 55 55 10
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12490681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12917485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15193263
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16049480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16280042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15721472
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16230372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16273092
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17157792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17079448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17545524
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17401012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17420468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16936776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18167534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18347175
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18498629
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18592372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19020972
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18593943
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18821012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17925008
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17407600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19573224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20576095
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20098429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20932292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21737487
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21910250
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21807638
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21558518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21501481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20490655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21939527
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23049873
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23618380
http://www.intgen.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17850661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20551037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20697068
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22171747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22110708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22522925
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21785460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22271875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23740839
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23704984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25164009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25412710

4.3 | GSE36295 Merdad et al., 2014 45 0 0 0
4.3 | GSE37751 Terunuma et al., 2014 55 55 55 19
4.3 | GSE76274 Burstein et al., 2015 66 0 0 0
4.3 | GSE97177 Biermann et al., 2017 53 0 0 0
4.6 | GSE80999 Aure et al., 2017 381 0 0 0
4.6 | GSE86166 Prabhakaran et al., 2017 366 366 366 119

Total: | 10 644 9079 49 7884 | 3055

¢) Uzak metastazsiz sag kalim (Distant Metastasis-Free Survival; DMEFS) analizinde

kullanilan DNA Mikroarray veri setleri:

Ver Study code Original data Filtered data Final data
Reference No. (N all, ER Gene No. No.
patients | all, PRall | found | patients | DMFS
and DMFS)
-selected
patients

1.0 | Rosetta2002 Van de Vijver et al., 2002 295 295 0 0
1.0 | PNAS1732912100 | Sotiriou ef al., 2003 99 99 0 0
1.0 | GSE1379 Ma et al., 2004 59 0 0 0
1.0 | GSE2603 Minn et al., 2005 82 82 82 27
1.0 | GSE1456 Pawitan et al., 2005 159 159 159 40
1.0 | GSE2034 Wang et al., 2005 286 286 286 107
1.0 | GSE2741 Weigelt et al., 2005 50 50 50 13
1.0 | GSE3143 Bild et al., 2006 158 0 0 0
1.0 | E_TABM_158 Chin et al., 2006 112 112 112 21
1.0 | GSE4922 Ivshina et al., 2006 249 0 0 0
1.0 | GSE7390 Desmedt et al., 2007 198 198 198 62
1.0 | GSE6532 Loi et al., 2007 267 259 259 66
1.0 | GSE5327 Minn et al., 2007 58 58 58 11
1.0 | E UCON_1 Naderi et al., 2007 135 0 0 0
1.0 | GSE7849 Anders et al., 2008 75 75 75 14
1.0 | GSE9893 Chanrion et al., 2008 151 151 0 0
1.0 | GSE9195 Loi et al., 2008 77 77 77 10
1.0 | GSE10510 Calabr9 et al., 2009 139 0 0 0
1.0 | GSE11264 Jézéquel et al., 2009 252 252 0 0
1.1 | GSE11121 Schmidt et al., 2008 200 200 200 46
1.1 | GSE12093 Zhang et al., 2009 136 136 136 20
3.1 | GSE8757 Chin et al., 2007 171 171 171 38
3.1 | GSE7378 Zhou et al., 2007 54 54 54 9
3.1 | GSE16391 Desmedt et al., 2009 55 0 0 0
3.1 | GSE22133 Jonsson et al., 2010 346 0 0 0
3.1 | GSE19615 Lietal, 2010 115 115 115 14
3.1 | GSE17907 Sircoulomb et al., 2010 55 39 39 17
3.1 | GSE22219 Buffa et al., 2011 216 216 216 82
3.1 | GSE20711 Dedeurwaerder et al., 2011 85 0 0 0
3.1 | GSE26971 Filipits et al., 2011 277 258 258 58
3.1 | GSE25055 Hatzis et al., 2011 309 309 309 65
3.1 | GSE20685 Kao et al., 2011 296 296 296 63
3.1 | GSE21653 Sabatier et al., 2011 239 0 0 0
3.1 | GSE16987 Wang et al., 2011 149 0 0 0
3.1 | GSE33926 Kuo et al., 2012 51 51 51 12
3.1 | GSE45255 Nagalla et al., 2013 41 41 41 14
4.3 | GSE2109 expO et al., 2005 298 0 0 0
4.3 | GSE8193 Yau et al., 2007 47 0 0 0
4.3 | GSE20462 Parris et al., 2010 94 0 0 0
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4.3 | GSE17705 Symmans et al., 2010 43 43 43 8
4.3 | GSE24450 Heikkinen et al., 2011 174 174 174 34
4.3 | GSE31448 Sabatier et al., 2011 71 0 0 0
4.3 | METABRIC Curtis et al., 2012 1 980 1980 1 980 602
43 | E MTAB_365 Guedj et al., 2012 536 526 526 118
4.3 | GSE30682 Servant et al., 2012 343 0 0 0
4.3 | GSE42568 Clarke et al., 2013 104 0 0 0
4.3 | GSE40115 Larsen et al., 2013 183 0 0 0
4.3 | GSE55348 Castagnoli ez al., 2014 53 0 0 0
4.3 | GSE43358 Fumagalli ez al., 2014 56 55 55 10
4.3 | GSE36295 Merdad et al., 2014 45 0 0 0
4.3 | GSE37751 Terunuma et al., 2014 55 0 0 0
4.3 | GSE76274 Burstein et al., 2015 66 0 0 0
4.3 | GSE97177 Biermann et al., 2017 53 0 0 0
4.6 | GSE80999 Aure et al., 2017 381 0 0 0
4.6 | GSE86166 Prabhakaran et al., 2017 366 0 0 0
Total: | 10 644 6817 | 49 6 020 1581
2.1.2.2.2 RNA- Seq Veri Setleri
a) Tam sagkalim (Overall Survival; OS) analizinde kullanilan RNA- Seq veri setleri:
Ver Study code Original data Filtered data Final data
Reference No. (N all, ER all, Gene No. No.
patients | PR all and OS) | found | patients (0N}
-selected
patients

43 | TCGA TCGA et al., 2012 743 743 743 95
4.3 | SCAN-B / GSE96058 | Saal et al., 2015 3273 3273 3273 336
4.3 | SCAN-B / GSE81538 | Brueffer et al., 2018 405 0 0 0

Total: 4421 4 016 3 4 016 431

b) Hastaliksiz sagkalim (Disease-Free Survival; DFS) analizinde kullanilan RNA- Seq veri

setleri:
Ver Study code Original data Filtered data Final data
Reference No. (N all, ER all, Gene No. No.
patients PR all and found | patients DFS
DFS)
-selected
patients
43 | TCGA TCGA et al., 2012 743 743 743 131
4.3 | SCAN-B/GSE96058 | Saal et al., 2015 3273 3273 3273 336
4.3 | SCAN-B/ GSE81538 | Brueffer et al. 405 0 0 0
2018
Total: 4421 4016 3 4016 467
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¢) Uzak metastazsiz sag kalim (Distant Metastasis-Free Survival; DMFS) analizinde

kullanilan RNA- Seq veri setleri:
Ver | Study code Original data Filtered data Final data
Reference No. (N all, ER all, PR Gene No. No.
patients all and DMFS) found | patients | DMFS
-selected patients

44 | TCGA TCGA et al., 2012 743 743 743 41
Total: 743 743 1 743 41

2.2 YONTEMLER

2.2.1 DNA izolasyonu

Meme hiicre hatlarina ait pelletlerden Thermo Scientific Gene Jet Genomik DNA Saflastirma

Kitinin (#K0721 #K0722), "Memeli Hiicre Kiiltiiri Genomik DNA Saflastirma" protokolii

dogrultusunda DNA izolasyonu gergeklestirildi.

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan meme hiicre hatlarina ait molekiiler alt tip bilgileri (Kao vd.
2009) (ATCC; www.lgcstandards-atcc.org).

Hiicre Hatti Alt Tip ER PR HER2+ Tumorijenite Hastalik

BT-20 Bazal-A - - - Evet Karsinoma
SK-BR-3 Luminal - - + Evet Adenokarsinoma
MDA-MD-231 Bazal-B - - - Evet Adenokarsinoma
ZR-75-1 Luminal + - - Evet Duktal Karsinoma
MCF 10A Bazal-B - - - Hayir Fibrokistik Hastalik

Hiicre pelletlerine 175 pl PBS eklenerek siispanse edildi. Bir sonraki adimda tiiplere 200 pl

lizis soliisyonu ve 20 pl Proteinaz K soliisyonu eklendi. Tiiplerin kapaklarisikica kapatildi ve

birka¢ saniye vortekslendi. Ardindan tiipler, termal blokta 56 °C 'de 10 dk boyunca inkiibe

edildi ve her 2 dk 'da bir, birkag¢ saniye vortekslendi.
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Tiiplere 20 ul RNase A soliisyonu eklendi ve vortekslenip 10 dk boyunca oda sicakliginda
inkiibe edildi. Bir sonraki adim olarak tiiplere 400 ul % 50 'lik etanol eklendi ve vortekslendi.
Hazirlanan lizat, altinda toplama tiipii bulunan kolona aktarildiktan sonra 6,000x g iizerinde
(> 8,000 rpm) 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Icerisinde akis ¢ozeltisi bulunan toplama

tiipli diskard edildi ve kolonlara, kitin icerisinde bulunan toplama tiipleri takildu.

Her bir kolona, Yikama Tamponu I eklendi ve 8,000 x g lizerinde (> 10,000 rpm) 1 dakika
santrifiijlendi. Toplama tiipiine biriken ¢ozelti diskard edildi ve kolona Yikama Tamponu II
eklendi. Ardindan kolonlar maksimum hizda ( > 12,000 g) 3 dakika santrifiij edildi. Kolonun
altinda bulunan toplama tiipleri yeniden diskard edildi ve kolonlara yenileri takild.
Kolonlarin membranina 150 pl Eliisyon Buffer koyuldu. Oda sicaklifinda 2 dakika inkiibe
edildi ve 8,000 x g tizerinde (> 10,000 rpm) 1 dakika santrifiijlendi. Bu asamadan sonra
kolonlar atildi ve toplama tiiplerinde bulunan DNA 'lar steril tiiplere aktarilip -20 °C 'ye
kaldirildi. Daha sonra DNA 'larin saglamligi ve konsantrasyonlar1 jel elektroforezi ve

spektrofotometre yontemleri ile incelendi.

2.2.2 ¢cDNA Sentezi

RNeasy Mini Kit (Kat. No: 74104) (Qiagen, Almanya) ile hiicre hatlarindan izole edilmis
olan RNA 'lardan, One Script Plus cDNA Sentez Kiti (Kat. No: G236) (Abm, Canada)
kullanilarak cDNA sentezi gergeklestirildi. Her bir hiicre hatti i¢in yaklasik 750 ng total RNA
alind1 (Ek-A1), ardindan oligodT, dNTP ve Rnase free su eklendi. Tiipler 65 °C 'de 5 dakika
inkiibe edildi, devaminda 1 dakika buzda bekletildi. 1 saniye kadar kisa bir spin attirma
isleminden sonra her bir tiipe sirasiyla 4 ul 5x RT Buffer, 0.5 ul RNaseOFF Ribonuclease
Inhibitor ve 1 ul OneScript Plus RTase eklendi.

Her bir tiipe pipetaj islemi uygulandi ve her tiipe tekrar 1 saniye spin attirild1. Ilgili islemlerin
ardindan tiipler EN 500 Niive inkiibator cihazinda 50 °C 'de 50 dakika inkiibe edildi.
Devaminda reaksiyonu sonlandirmak icin tiipler 85 °C 'de 5 dakika inkiibe edildi. Tiipler

birka¢ dakika buzda bekletildi ve -20 °C 'ye kaldirildu.
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2.2.3 Bisiilfit Modifikasyonu

Bisiilfit modifikasyonunda genomik DNA 'nin bisiilfit ile modifikasyonu gergeklestirilir
boylece metillenmemis olan sitozinler kimyasal reaksiyonlarin sonucunda urasile
doniistiiriiliir. Metillenmis olan sitozinler ise degisime ugramaz ve yapisini korur. Bu islemin
ardindan ilgili DNA, PCR ile amplifiye edilir ve metilasyon durumunu belirlemek icin
COBRA yo6ntemi uygulanir (Li ve Tollefsbol 2011; Acun vd. 2017). Bisiilfit modifikasyonu,
EpiJET Bisiilfite Conversion Kit (Thermo Scientific, Kat No: K1461) kullanilarak kitte yazan

protokole gore yapilmistir.

224 PCR

DNAJC9 genine ait gen ifadesinin incelenmesi i¢in liyofilize olarak satin alinan ve 6zellikleri
Ek A.2 'de belirtilen RT-PCR primerleri, TE buffer kullanilarak 100 uM derisimli stoklar
haline getirildi. Hazirlanan primerlerin bir kismi alikotlandi ve asil stok saklanmak {izere
-20 °C 'ye kaldirildi. Alikotlanan primerler DNaz ve RNaz icermeyen suile 100 uM ’dan 10
uM ’a seyreltildi.

Metilasyon analizi ¢aligmasi i¢in tasarlanan Ozellikleri Ek A.3 'te belirtilen Bisiilfit PCR
primerleri liyofilize olarak satin alindi. TE buffer kullanilarak 100 uM derisimli stoklar haline
getirildi. Asil stok 20 °C 'ye kaldirilmadan 6nce bir kismi alikotlandi ve DNaz/RNaz
icermeyen suile 100 uM dan 10 uM ’a seyreltildi.

PCR ’larin kosullar1 Ek A.3 ’te de belirtildigi gibi DNAJC9 geni i¢in 60 °C baglanma
sicakliginda 35 cycle olarak ayarlanan kosullarda amplifiye islemi BioRad T-100 cihazi ile
gerceklestirildi. Amplifiye isleminin ardindan elde edilen {irtinler % 1,5 'luk agaroz jele
yiiklendi. Jel hazirlanirken, 1x TAE tamponu kullanildi. Agaroz hassas terazide (Dikomsan)
tartim kagidi ile tartilip erlene aktarildi. Ardindan 1x TAE tamponu da eklenip mikrodalga
yardimiyla jelin eriyik hale gelmesi saglandi. Jel sogumadan once 2 pl etidyum bromiir
eklenip jelin i¢inde dagilmasi saglandi. Jel, uygun taragin yerlestirildigi kasete dokiildii. Jelin
tamamen soguyarak kati bir form almasi beklendi. Jel soguyup kullanima hazir hale
geldiginde, igerisinde 1x TAE tamponu bulunan yiirlitme tankina alindi. Jelde bulunan tarak
cikartilarak, kuyucuklara ylikleme yapmaya hazir hale getirildi. Ladder olarak, Sekil 2.1 ’de
goriilen GeneRuler™ DNA Ladder Mix kullanildi. 5 hiicre hatt1 i¢in de elde edilen 25 pl
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hacimli PCR firiinlerinden 5 pl alind1 ve 1 pl 6X loading dye (Thermo Scientific, Kat no:
RO0611) ile beraber pipataj yapilip, her bir hiicre hatti, jelde ayr1 birer kuyucuga mikropipetle
yiiklendi. Tankin kapagi elektrik yiikiine dikkat edilerek, negatiften pozitife olacak sekilde
kapatildi ve Thermo Scientific gii¢ iinitesi ¢alistirilip 110 voltta 25 dakika yiirtitiildii. Yiiriitme

isleminin ardindan jel alindi ve Vilber Lourmat goriintiileme cihazinda analiz edildi.

bp ng/0.5pg %

pa— - 2000 28 56
p— - 0000 28 56
_~1500 28 56
1200 28 56
_~1000 80 16.0
bl - 000 27 54
Sl — 800 21 5.4
el — /()0 27 5.4
el — 600 2 5.4
bl — 500 80 16.0
Sl — 400 30 6.0
— 300 30 6.0
— 200 30 6.0
— 100 30 6.0
0.5 pg/ane, 8 cm length gel,

1XTBE, 5V/icm, 1 h

Sekil 2.1 Agaroz jel elektroforezinde kullanilan GeneRuler™ DNA Ladder Mix.

2.2.5 Q-RT-PCR, Semi Kantitatif RT-PCR

DNAJC9 transkriptinin gorece kantifikasyonu, tireticinin ilgili talimatlaria gore yapildi (CF-
Rad Laboratories, Inc., CA / ABD) CFX96 Touch ™ Ger¢ek Zamanli PCR Tespit Sistemi
tizerinde iTaq ™ Universal SYBR® Green Supermix (Kat. No: 1725120). Referans gen
olarak, TBP TATA (box binding protein) geni kullanildi (Gur-Dedeoglu vd. 2009). Bu
calisma i¢cin Ek A.4 ’te belirtilen primerler kullanildi. DNAJC9 transkriptinin gorece
seviyeleri, karsilastirmali CT metodu (2"22“T metodu) ile 6l¢iilmiistiir (Livak ve Schmittgens

2001).
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Semi kantitatif RT-PCR ’da, meme hiicre hatlarindaki DNAJC9 mRNA ifadesini belirlemek
amaciyla Ek A.4 ’te belirtilen primerler kullanilarak TBP gen ifadesinin agaroz jeldeki bant
yogunluklar1 incelendi, akabinde hazirlanan baska bir agaroz jelde hiicre hatlarindaki TBP
ifadeleri esitlenecek hacimlerde PCR f{iriinii yiiklendi. Boylece semi kantitatif olarak mRNA

ifadesi belirlendi.

2.2.6 Yararlanilan in-Siliko Araclar

DNAJC9 genine ait nokta mutasyon ve kopya sayist varyasyonlar1 kanserde somatik

mutasyonlar katalogu (COSMIC) (v91) veri tabani ile (Forbes vd. 2017) incelendi.

DNAJC9 geninin promotor bodlgesi EPD (Eukaryotic Promoter Database) ’de arastirildi
(Dreos vd. 2014). Promotor bolgesi ile CpG adasmin ortistiigi UCSC genom tarayicist ile
goriildii (Kent vd. 2002). Primer3 ve MethPrimer programlart kullanilarak bisiilfit PCR
primerleri tasarlandi (Li ve Dahiya 2002). BLAST programi ile bu primer ¢iftlerinin kontroli

saglandi.

Meme kanseri hastalarinda DNAJC9 geni mRNA ifadesi ve gen ifadesinin sag kalima etkisini
gormek i¢in, RNA-seq (TCGA, SCAN-B) ve DNA Microarray (METABRIC, Affymetrix)
veri setleri Breast Cancer Gene-ExpressionMiner (bc-GenExMiner v4.8) ile incelenmistir

(Jézéquel vd. 2012).

2.2.7 Mutasyon Analizi

EPD in-siliko analiz araci ile gosterilen ve deneysel olarak dogrulanmis promotor bolgeleri Ek
A.3 ’te belirtilen primerlerle, dogrudan dizileme yoluyla incelendi. Mutasyon taramasi,

Mutation ~ Surveyor V5.1.2  (Demo) yazilim  paketi  (SoftGenetics, LLC,,

www.softgenetics.com,USA) kullanilarak yapildi.
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2.2.8 Metilasyon Analizi

2.2.8.1 COBRA (Combined Bisulfite Restriction Analysis)

DNA metilasyonu, gen ekspresyonu iizerinde kalitsal fakat geri doniisiimlii bir epigenetik

kontrol mekanizmasidir (Bilichak vd. 2017).

Spesifik bolgelerdeki DNA metilasyon seviyelerini belirlemek icin kullanilan COBRA
yonteminde genomik DNA 'min bisiilfitle modifikasyonunun ardindan, DNA ‘'nin ilgili
bolgeye 0Ozgli PCR amplifikasyonu yapilir ve DNA metilasyonuna bagli olarak dizi
farkliliklarin1 ortaya ¢ikarmak igin restriksiyon sindirimi kullanilir. Ardindan jel {izerindeki

kesim motiflerianaliz edilir (Xiong ve Laird 1997).

DNAJC9 enzim kesiminde, GCG"C bolgelerini taniyan Hhal (Kat No: ER1851) restriksiyon

enzimi kullanildi.

2.2.8.2 Metilasyon Analizi I¢in Kullanilan /n-Siliko Araclar

DNAJC9 promotor metilasyon verilerini analiz etmek i¢in UALCAN in-siliko araci
kullanilmistir. Kanser Genom Atlas (TCGA) projesiyle birlikte elde edilen ¢oklu verilerin
arastirilmasi, yeni terapdtik/tanisal biyobelirteglerin ortaya ¢ikarilmasi igin cesitli verileri
analiz etme amaciyla ¢evrim i¢i kullanilan bir aractir. Bu arag, 31 kanser tiiriinden TCGA
seviye lic RNA-seq ve klinik verileri kullanir. Genlerin tiimdr ve normal numuneler arasinda,
kanser evreleri, timor derecesi, ik, viicut agirligi veya diger klinikopatolojik o6zelliklere
dayali olarak ¢esitli tiimor alt gruplarinda goreceli ekspresyonunu analiz etmeyi saglar. Ayrica
gen ekspresyon seviyesinin ve klinikopatolojik 6zelliklerin hastanin sagkalimi {izerindeki
etkisini tahmin etmeye, bireysel kanser tiirlerinde ilgili genlerin ifade durumunu belirlemeye

yardimci olur (Chandrashekar 2017).
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 DNAJC9 GENININ MEME KANSERINDE mRNA iFADE ANALIZi

3.1.1 Meme Hiicre Hatlarinda DNAJC9 Geninin mRNA ifade Analizi

Semi Kantitafif RT-PCR ve Real-time qRT-PCR c¢alismasina gore, DNAJC9 mRNA ifadesi,

MDA-MB-231 hiicre hattinda, MCF10A hiicre hattina gore yiiksek (> 2 kat) bulunmustur. Diger
hiicre hatlarindaki ifade miktart MCF10A ’ya kiyasla anlaml bir fark gostermemistir (Sekil 3.1).

500
300 DNAJCY9
200 TBP
100
2.5 -
3
b) g ?]
QL
‘% 15 -
E
T 14
Tgu 0.5
o
=
o 4
BT-20 SK-BR-3 MDA-MB-231 ZR-75-1 MCF 10A

Sekil 3.1 a) Semi Kantitafif RT-PCR ¢alismas1 sonucuna gére meme kanseri hiicre hatlarinda
ve tiimorijenik olmayan meme epitel hiicre hattinda (MCF 10A) DNAJC9 geninin
mRNA ifade diizeyi. TBP geni igin iiriin boyu 132 bp, DNAJC9 geni i¢in iiriin
boyu 290 bp. (M): DNA Ladder, (-): Negatif Kontrol. b) Real-time qRT-PCR
calismasi sonucuna gére meme kanseri hiicre hatlarinda MCF 10A hiicre hattina
kiyasla DNAJC9 mRNA ekspresyonu.
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3.1.2 Meme Kanseri Klinik Orneklerinde DNAJC9 Geninin mRNA ifade Analizi
3.1.2.1 DNA Mikroarray Veri Setlerinde DNAJC9 Geninin mRNA ifade Analizi

DNA microarray veri setleri Bc-GenExMiner (v4.8) in-siliko araci ile incelenmistir. DNAJC9
mRNA ifadesi, basal-benzeri, HER2-E, luminal B meme kanseri alt tiplerinde, normal meme-
benzeri 6rneklere kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (P < 0.0001). Luminal A
alt tipine ait 6rnekler ile normal meme-benzeri 6rneklerin ifadeleri arasinda anlamli bir fark

bulunamamistir (P > 0.1) (Sekil 3.2) (Sekil 3.3).
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p < 0.0001
Basal-like HER2-E Luminal A Luminal B Normal
breast-like
(No:)  (1906) (1478) (2783) (1B65) (1223)

Sekil 3.2 Meme kanseri alt tiplerindeki DNAJC9 mRNA ifadesi, DNA mikroarray veri
setlerinde bc-GenExMiner (v4.8) in-siliko araci ile incelendi (n = 9255).
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p(Welch) < 0.0001

a)

Dunnett-Tukey-Kramer's test:

gene-expression CoMpansons p-value
HER2-E <  Basal-like ©@ <o0.0001
Luminal A < Basal-like @ <o0.0001
Luminal A < HER2-E @ < 0.0001
Luminal B <  Basal-like @ < 0.0001
Luminal 8 >  Luminal A ©@ < o0.0001
Normal breast-ike <  Basal-like @ < 0.0001
Normal breast-like <  HER2-E @ < 0.0001
Normal breast-like < Luminal B @ < 0.0001
Luminal 8 = HER2-E ® >o.10
Normal breast-ike =  Luminal A ® >o0.10
b) Summary statistics of DNAJC9 expression by groups
Groups Minimum 17 qQ Median Mean 3%qQ  Maximum SO
Basal-like -2.9770 -0.1051 0.4663 0.5532 1.1518 5.2716 1.0308
HER2-E -3.1517 -0.2070 0.33%0 0.3600 0.8700 6.1260 0.9037
Luminal A -3.3403 -0.8029 -0.3695 -0.3766 0.0301 4.0858 0.6317
Luminal B -4.4344 -0.1830 0.3081 0.3483 0.8324 7.0881 0.8769
Normal breast-like -3.1922 -0.8755 -0.3881 -0.3988 0.0198 2.9036 0.7063

Sekil 3.3 a) Meme Kanseri Alt Tiplerindeki DNAJCY ifadesinin istatistik analizi.
b) Meme kanseri alt tiplerindeki DNAJC9 ifadelerin dagilima.

3.1.2.2 RNA- Seq Veri Setlerinde DNAJC9 Geninin mRNA ifade Analizi

RNA-Seq verilerine géore DNAJC9 mRNA ifadesi, basal-benzeri, HER2-E, luminal B meme
kanseri alt tiplerinde, normal meme-benzeri 6rneklere kiyasla anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (P <0.0001). Luminal A alt tipine ait 6rnekler ile normal meme-benzeri 6rneklerin

ifadeleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (P > 0.1) (Sekil 3.4) (Sekil 3.5).

31



Sekil 3.4
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Sekil 3.5
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p < 0.0001
Basal-like HER2-E Luminal A LuminalB MNormal
breast-like
{No)  (783) {693) {1343) {988) (602)

Meme kanseri alt tiplerindeki DNAJC9 mRNA ifadesi,
setlerinde bc-GenExMiner (v4.8) in-siliko araci ile incelendi (n = 4387).

p(Welch) < 0.0001
a)
Dunnett-Tukey-Kramer's test:
gene-expression COMpansons
HER2-E < Basal-hke
Luminal A < Basal-like
Luminal A < HER2-E
Luminal B < Basal-like
LuminalB > Luminal A
Normal breast-fke <  Basal-like
Normal breast-hike <  HER2-E
Normal breast-kke < Luminal B
Luminal B = HER2-E
Normal breast-bke =  Luminal A
Summary statistics of DNAJCY expression by groups
Groups Minimum 1%q Median Mean
Basal-like <3.4260 0.0712 0.7315 0.8433
HER2-E -3.8647 -0.2217 0.3352 0.4312
Luminal A -2.6715 -0.7440 -0.3620 -0.36%0
Luminal B -3.2263 -0.1074 0.4318 0.4710
Normal breast-like -2.0437 -0.7562 -0.4242 -0.4270

p-value
©@ <o0.0001
@ <o0.0001
@ < o0.0001
@ <o0.0001
@ <0.0001
@ <o0.0001
© <o0.0001
@ <o0.0001
® o010
® >o0.10

3°qQ  Maximum
1.5445  5.3796
1.0040 4.4083
-0.0026 3.1883
0.9848 5.1256
-0.0717 3.4802

RNA-seq veri

SO

1.1927
1.0338
0.5910
0.9171
0.5514

a) Meme Kanseri Alt Tiplerindeki DNAJC9 ifadesinin istatistik analizi.
b) Meme kanseri alt tiplerindeki DNAJC9 ifadelerin daglimi.
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3.2 DNAJC9 GENININ MEME KANSERINDEKI GENETIK ALTERASYONLARI

3.2.1 Meme Hiicre Hatlarinda DNAJC9 Geninin Promotor Mutasyon Analizi

DNAJC9 'un genetik degisiklikleri Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC)
veri tabaninda (v91) arastirildi. SANGER-COSMIC veri tabani verilerine gére, DNAJC9 'un

meme kanserinde nokta mutasyon ve kopya sayis1 degisimi seklindeki genetik alterasyonlarin

nadir oldugu goriildii (sirastyla % 0,47 ve % 0,87) (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 DNAJCY geninin genetik alterasyonlar1 Sanger-COSMIC veritabaninda (v95)
incelenmistir (Forbes vd. 2017).

Mutasyonlu Ornekler/Test Edilen Ornekler
(Mutasyonlu Orneklerin Yiizdesi)
Nokta Mutasyonlari 12/2750 (% 0,44)

Kopya Sayis1 Degisimleri

Kazanim 13/1492 (% 0,87)

Silinme 3/ 1492 (% 0,2)

3.2.2 Meme Kanseri Klinik Orneklerinde DNAJC9 Geninin Mutasyon Analizi

DNAJC9  geninin 5"  bolgesi, UCSC  genom  tarayicist  (https://genome-
euro.ucsc.edu/index.html) (Dreos vd. 2014; Kent vd. 2002) ve EPD veri tabaniyla
(https://epd.epfl.ch//index.php) (Périer vd. 2020) incelendiginde; DNAJC9_1 olarak belirtilen
DNAJC9 ‘un promotor bolgesinin, bir CpG adasi ile ortiistiigli goriilmiistiir (Sekil 3.6).

chrie (o222 [ ] MICNPiHN ERT O pd [ EENW CENE |

scale 1 kil | hgs

chirta: 73,246, gas| 73,246,508 73,247, 808 73,247,508 73,245, 8as| 73,245, 504| 73,249, aea|
Humahn promoters from EFOnew wersioh A8E6
OMAJCI_1
GEMCODE w32 Comprehensive Transcript S8t (ohld Basic displaded by default)
DHAJCS < 1 1 ™ MRFZ1E m—

OHAJCI-AST

MEFE1E

Cpi I=lands (ISlands < 388 BaZes are Light Gresh)
ChG: B&

Sekil 3.6 UCSC genom tarayicisindan alinan goérselde DNAJC9 geninin promotor bolgesi
(DNAJC9 1), CpG adasi ile ortiismektedir (Dreos vd. 2014; Kent vd. 2002).
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Mutation ~ Surveyor V5.1.2  (Demo) yazilim  paketi  (SoftGenetics, LLC.,
www.softgenetics.com, USA) kullanilarak gergeklestirilen mutasyon taramasiyla DNAJC9
geninin promotdr bolgesi meme hiicre hatlarinda analiz edildi. BT-20, SK-BR-3, MDA-MB-
231, ZR-75-1 ve MCF 10A hiicre hatlarina ait promotér bdlgelerinde mutasyona

rastlanmamustir (Sekil 3.7).

ISRAES S HESRESAGERS S ES VAR SN ESANSSESTE RS B LARNS S § & LA o Lol SARSRASAAIFIRSAATASANTLBAS S AARARATS VRaLpaans

Sekil 3.7 Sirasiyla, BT-20, SK-BR-3, MDA-MB-231, ZR-75-1 ve MCF 10A hiicre hatlarina
ait, DNAJC9 promotor bdlgesini de gosteren dizileme sonug gorselleri. Gorseller,
“DNA Sequence Assembler” programi ile alinmistir (http://www.dnabaser.com/).

3.3 DNAJCY9 GENININ MEME KANSERINDE PROMOTOR METILASYON
ANALIZI

3.3.1 Meme Hiicre Hatlarinda DNAJC9 Geninin Promotor Metilasyon Analizi

DNAJC9 geninin promotdr bolgesinde CpG adas1 bulundugu Sekil 3.6 'da goriilmektedir.
Bu CpG adasinin ilgili meme hiicre hatlarindaki metilasyon durumu COBRA yoéntemiyle

arastirildi.

COBRA deneyinde bisiilfit ile islem goérmiis meme hiicre hatlarina ait DNA ’lardaki hedef
promotor bolgesi bisiilfit PCR yontemi ile ¢ogaltildi. PCR ’lar, kosullar1 Ek B.1 ’de verilen
kosullara gore BIO-RAD T100 cihazinda yapildi. Ornekler, % 1,5 agaroz iceren jel

elektroforezinde yiiriitiildii.
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Modifikasyonla DNA ’da bulunan metillenmemis olan tiim sitozinler bisiilfit modifikasyonu
ile wurasile doniisiir, metillenmis olan sitozinler ise reaksiyon siiresince degisiklige
ugramadan kalir. Gergeklesen kimyasal reaksiyonun ardindan DNA PCR yolu ile amplifiye
edildi ve COBRA ile metilasyon durumu belirlendi. DNAJC9 enzim kesiminde, GCG"C
bolgelerini tanityan Hhal (Kat No: ER1851) restriksiyon enzimi kullanildi. Sekil 3.8 ’deki
COBRA analizi DNAJC9 promotor bolgesindeki CpG adasinin meme hiicre hatlarinda
hipometile oldugunu goéstermistir. DNAJC9 promotor bolgesinin PCR amplikonu (247 bp)

i¢in sindirim {iriinlerini (84, 8, 57, 97 bp) gostermistir.

200
100

Sekil 3.8 DNAJC9 COBRA sonucu. Metile olmus PCR amplikonunun (247 bp).
sindirim iriinleri 84, 8, 57, 97 bp olacaktir. M: DNA Ladder; (+): Pozitif
Kontrol, 456 bp 'lik bir PCR amplikonudur ve Hhal enzimi ile beklenen
sindirim fragmanlar1 188 bp ve diger kiigiik (< 75bp) fragmanlardir. Uncut:
Pozitif kontrol olarak kullanilan PCR amplikonuna restriksiyon sindirimi
uygulanmadi.

3.3.2 Meme Kanseri Klinik Orneklerinde DNAJC9 Geninin Promotor Metilasyon

Analizi

Buttacavoli ve arkadaglarinin 2021 yilinda yayimlanan makalesinde de gosterdigi gibi
UALCAN c¢evrimigi aract ile yapilan analizlere gére DNAJC9 geninin promotor bolgesi, hem
normal (n = 97) hem de meme kanseri 6rneklerinde (n = 793) hipometiledir (beta degeri <
0.25) (Buttacavoli vd. 2021; Chandrashekar vd. 2017). Benzer durum meme kanseri alt

tiplerinde de gosterilmistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 DNAJC9 promotor bolgesi meme kanseri klinik 6rneklerinde ve alt tiplerinde
hipometiledir. UALCAN c¢evrimi¢i aract ekran goriintiisii  kullanilmistir
(Chandrashekar vd. 2017). istatiksel olarak anlamli olan P degerleri koyu renkle
gosterilmistir.

3.4 DNAJC9 GENININ mRNA IiFADESININ MEME KANSERi SAG KALIM
DEGERLERINE ETKIiSi

3.4.1 DNA Mikroarray Veri Setlerinde Sag Kalim Degerleri

Meme kanserinde DNAJC9 mRNA ifadesinin DNA mikroarray veri setlerinde sagkalim
degerleri incelendiginde; DNAJC9 mRNA ifadesi yiiksek olan meme kanseri hastalarinda tam
sag kalim (OS) (n = 4282), hastaliksiz sagkalim (DFS) (n = 7884), uzak metastazsiz sag kalim
(DMFS) (n = 6020) oranlar1 anlamli olarak dustiktir (P < 0.0001) (Sekil 3.10) (bc-
GenExMiner v4.8).
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Sekil 3.10 Meme kanseri hastalarinda DNA mikroarray verilerinde DNAJC9 mRNA
ifadesinin prognostik sagkalim degerleri. a) OS (n = 4282) b) DFS (n = 7884) ¢)
DMES (n = 6020) Bc-GenExMiner (v4.8) aract kullanilmastir.

3.4.2 RNA-Seq Veri Setlerinde Sag Kalim Degerleri

Meme kanserinde DNAJC9 mRNA ifadesinin RNA-Seq veri setlerinde sagkalim degerleri
incelendiginde; DNAJC9 mRNA ifadesi yliksek olan meme kanseri hastalarinda tam sag
kalim (OS) (n = 4016), hastaliksiz sagkalim (DFS) (n = 4016) oranlar1 anlamli olarak
diisiiktiir (P < 0.0001). Uzak metastazsiz sag kalim (DMFS) (n = 743) i¢in anlamli bir sonug
bulunmamustir (P = 0.24) (Sekil 3.11) (bc-GenExMiner v4.8).
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Sekil 3.11 Meme kanseri hastalarinda RNA-Seq verilerinde DNAJC9 mRNA

ifadesinin sagkalim degerleri. a) OS (n = 4016) b) DFS (n = 4016) ¢c) DMFS (n
= 743) Bc-GenExMiner (v4.8) araci kullanilmastir.
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3.4.3 DNAJC9 Geninin mRNA Ifadesinin Meme Kanseri Alt Tiplerinde Sag Kalim
Degerlerine Etkisi

Cizelge 3.2 Meme kanseri PAMSO0 alt tiplerinin Kaplan-Meier sagkalim analizleri.
Bc-GenExMiner (v4.8) in-siliko araci kullanildi.

OverallSurvival Disease-FreeSurvival Distant Metastasis-FreeSurvival
. . RNA-seq .
RNA-seq DNA Microarray RNA-seq DNA Microarray (TCGA) DNA Microarray
N.S. Unfavorable N.S. Unfavorable Favorable Unfavorable
Basal-like P =0.3252 P=0.0128 P =0.2546 P=0.0071 P =0.0236 P=0.0172
! HR=1.21 HR =1.37 HR =1.24 HR =1.27 HR =0.22 HR =1.34
n=712 n =838 n=712 n=1608 n=136 n=1202
Favorable Favorable Favorable N.S. N.S. N.S.
Luminal A P=0.0177 P =0.0283 P =0.0049 P=0.1934 P =0.2233 P=0.2333
4 HR =0.58 HR =0.81 HR =0.55 HR =1.13 HR =2.44 HR =1.19
n=1205 n=1220 n=1205 n=2283 n =268 n=1734
N.S. N.S. Favorable N.S. N.S. N.S.
Luminal B P=0.0762 P =0.3550 P =0.0330 P=0.1857 P =0.0839 P=0.0773
umina HR=0.66  HR=0.88 HR = 0.63 HR =1.12 HR = 0.42 HR = 1.22
n =891 n =832 n =891 n= 1566 n =281 n=1186
N.S. N.S. N.S. N.S. N.S. N.S.
HER2 P=0.1106 P=0.1206 P =0.2346 P=0.1243 P =0.6336 P=0.3745
Positive HR =1.46 HR =1.20 HR =1.28 HR =1.15 HR =1.79 HR =1.11
n=619 n="712 n=0619 n= 1256 n=>51 n =907
Favorable N.S. Favorable N.SP=0.1050 CSD N.S.
Normal-lik P =0.0004 P =0.0928 P =0.0040 HR=1.23 n=>5 P=0.2179
Orma-iXe " HR=029  HR=0.75 HR =0.38 n = 1020 HR = 0.80
n =558 n =549 n =558 n=784

CSD: Completely separated data

HR: Hazard ratio

N.S.: Not Significant

Favorable: Yiiksek DNAJA4 ifadesi yiiksek sag kalim olasilig ile iliskilidir.
Unfavorable: Yiiksek DNAJA4 ifadesi diisiik sag kalim olasiligi ile iliskilidir.
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BOLUM 4

SONUC VE TARTISMA

Bu calismanin sonuglari DNAJC9 geni ile ilgili meme kanserinde daha oOnce gdsterilen
bulgularla &rtiistiigii gibi yeni ve daha kuvvetli veriler de ortaya koymustur. Onceki
calismalarda DNAJC9 ifadesi metastatik serviks kanserlerinde, metastatik olmayanlara gore
daha yiiksek goriilmiistiir (Lyng vd. 2006) ve meme kanseri kok hiicrelerinde DNAJC9
geninin ifadesi yiiksek bulunmustur (D. Van Hoof vd. 2006). Ayrica DNAJC9 geninin meme
kanseri Orneklerinde ve bazi meme kanseri alt tiplerinde (basal, HER2+ ve luminal B)
normallere gore daha fazla ifade oldugu gosterilmistir (Zoppino vd. 2018, Buttacavoli vd.
2021). DNAJC9 gen ifadesinin hasta sag kalim degerlerine etkisi de KM plotter in-siliko araci
ile daha onceki ¢aligmalarda incelenmis ve sagkalim degerlerlerinin gen ifadesi ile ters
orantilt oldugu gosterilmistir (Klimczak vd. 2019; Buttacavoli vd. 2021). KM plotter araci,
Gene Expression Omnibus (GEO) and Array Express 'den aldigi gen ifade ve sag kalim
degerlerini kullanarak plot olusturan bir programdir. Bu ¢aligmada ad1 gecen veri tabanlari ile
sinirhh kalinmayip, RNA-Seq ve DNA mikroarray veri setlerinden alinan bilgiler BC-
GenExminer (v4.8) araci ile incelenmis, boylece hem ¢ok daha yiiksek sayida hastaya ait bilgi
islenmis hem iki ayr1 veri tipi (RNA-Seq, DNA mikroarray) kullanilarak sonuglar

dogrulanmis, hem de meme kanserinin alt tipleri sag kalim analizine dahil edilmistir.

DNAJC9 geninin genetik alterasyonlarinin ve/veya promotor metilasyonunun ifade iizerindeki
etkilerini in-vitro olarak yorumlayabilmek adina farkli alt tiplerini temsil eden meme hiicre
hatlarin1 kullandik. DNAJC9 geninin promotor bolgesindeki olasi mutasyonlar1 dizileme
yontemi ile meme hiicre hatlarinda inceledik ancak herhangi bir mutasyona rastlamadik (Sekil
3.8). DNAJC9 mutasyonlar1 klinik o6rneklerde ise ¢ok nadirdir (< %1). Ancak, Sanger-
COSMIC very tabaninda, klinik 6rneklerde, DNAJC9 ’un promotor veya regulator bolgelere
ait mutasyon durumu verilmemektedir ve bunu arastirmaya ayrica ihtiya¢ vardir. DNAJC9

geninde rastlanan az sayida mutasyonun lokasyonlarina baktigimizda, HSP70 ’in aktivitesinde
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cok Onemli rol oynayan “J bdolgesi” de dahil herhangi bir bolgeye yonelik ‘“hot-spot”

mutasyon gozlenmemistir.

Bilindigi {izere promotor hipometilasyonu ve promotor hipermetilasyonu sirasiyla onkogen
aktivasyonu ve tiimot baskilayici genlerin aktivasyonuna sebep olabilen epigenetik
degisimlerdir (Skvortsova vd. 2019). UCSC genom tarayicist (Dreos vd. 2014) ve EPD veri
taban1 (Kent vd. 2002) kullanilarak DNAJC9 geninin promotor bdlgesinin CpG adasi ile
cakistigr goriildiigiinden (Sekil 3.6) bu CpG adasinin meme hiicre hatlarindaki metilasyon
durumu COBRA yo6ntemiyle incelendi ve promotor bdlgesinin meme kanseri ve normal hiicre
hatlarinda hipometile oldugu gozlendi (Sekil 3.8). Bu sonu¢ UALCAN (Chandraskehar vd.
2017) g¢evrim ici araci ile meme kanseri klinik orneklerinde de desteklendi (Sekil 3.9).
Hipometilasyonun hem normal hem kanser 6rneklerinde gézlenmesi DNAJC9 gen ifadesinin,
promotor metilasyonundan baska epigenetik mekanizmalar tarafindan 6rnegin IncRNA 'lar
(Rinn J ve Chang 2012) veya miRNA 'lar (Davalos vd. 2012) tarafindan diizenlenebilecegini
diistindiirmektedir. Bu nedenle DNAJC9-AS1 (DNAJC9 and MRPS16 antisense RNA 1)
isimli antisense RNA 'nin ifade ve regiilator rol analizi yapilmalidir (Cui ve Cui 2010). Histon
modifikasyonlar1 da gen ifadesini etkileyebilecegi i¢in (Esteller 2007), DNAJC9 gen ifadesini
etkileyebilecek histon modifikasyonlari, yukarida sayilan diger epigenetik etmenler ile birlikte

arastirilmalidir.

DNAJC9 geninin genetik alterasyonlarinin ve/veya promotor metilasyonunun ifade iizerindeki
etkilerini in-vivo 'da da yapabilmek i¢in klinik 6rnekleri kullandik. Fakat mutasyon analizi,
promotor metilasyonu ve gen ifade analizi i¢in kullandigimiz klinik 6rnek gruplari tam olarak
ortismemektedir. Yine de Buttacavoli ve arkadasalarinin UALCAN in-siliko araci ile TCGA
kohortunda yaptiklar1 analiz sonucu ile (Buttacavoli vd. 2021) bu ¢alismada ayn1 kohort ve
aract  kullanarak  gosterdigimiz ~ metilasyon  analizine  baktigimizda,  promotor
hipometilasyonunun gen ifadesine etkisi olacagini diisiinmiiyoruz. Bu kanaatimiz, hiicre

hatlarindaki sonuglar ile de desteklenmistir.

DNAJC9 genine ait mRNA ifadesinin arastirilmasi i¢in kullanilmasi planlanan UALCAN
cevrim i¢i aract ve sag kalim analizlerini incelemek icin kullanilmasi planlanan KM plotter
cevrim i¢i araci, bu calisma silirerken ve tez yazim asamasindayken farkli caligmalarda
kullanilmis oldugundan (Klimczak vd. 2019; Buttacavoli vd. 2021) DNAJC9 genine ait

mRNA ifadesinin meme kanseri alt tiplerini de kapsayacak sekilde arastirilmasi i¢in Bc-
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GenExMiner (v4.8) in-siliko aracinit kullandik. Cok daha biiyiik hasta gruplan ile elde
ettigimiz veriler, Zoppino vd. ve Buttacavoli vd. ¢alismalarin1 (Zoppino vd. 2018, Buttacavoli
vd. 2021) destekler niteliktedir. DNAJC9 mRNA ifadesi, basal-benzeri, HER2-E, luminal B
meme kanseri alt tiplerinde, normal meme-benzeri 6rneklere kiyasla anlamli olarak daha
yiiksektir (P < 0.0001) (Sekil 3.2). Semi kantitatif RT-PCR ve Q-RT-PCR sonuglarimiza gore,
basal-benzeri alt tipi temsil eden MDA-MB-231 hiicre hattinin ifadesi, normal hiicre hattina
gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur ve bu sonug klinik 6rneklere ait sonuglarimizi
da desteklemektedir. Ancak, diger hiicre hatlarinda, mesela HER2-E alt tipini temsil eden
SK-BR-3 hiicre hattinda, klinik 6rneklerde gordiigiimiiz anlamli ifade farki goriilmemistir.
DNAJC9 genini, normal hiicre hattina gore az ve ¢ok ifade eden hiicre hatlarint kullanarak
tasarlanacak fonksiyonel c¢alismalar yardimiyla DNAJC9 gen ifadesinin hiicre morfolojisine

ve motilitesine olan etkisi arastirilabilir.

Meme kanseri hastalarinda DNAJC9 mRNA ifadesi tam sagkalim (OS), hastaliksiz sagkalim
(DFS) ve uzak metastazsiz sagkalim (DMFS) degerlerini olumsuz etkilemektedir (Sekil 3.10).
Bu bulgularimizda daha diisiik sayidda TCGA Ornegini analiz eden Klimczak vd. ve
Buttacavoli vd. ¢alismalarini destekler niteliktedir (Klimczak vd. 2019, Buttacavoli vd. 2021).
Ayrica meme kanseri alt tiplerinde OS, DFS, DMFS degerleri bu ¢alisma ile ilk kez
gosterilmistir (Cizelge 3.2).

Sonug¢ olarak, DNAJC9 geninin mRNA ifadesinin, meme kanseri sagkalimi i¢in 1y1 bir
biyobelirte¢ aday1 oldugunu diisiinliyoruz. Ancak DNAJC9 geninin meme karsinogenezindeki
onemini ve nasil regiile edildigini daha iyi anlayabilmek i¢in fonksiyonel c¢aligmalar

gerekmektedir.
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EK ACIKLAMALAR

Ek A: Konsantrasyonlar ve Primer Ciftleri

Cizelge A.1 Genomik DNA ve RNA Konsantrasyonlari

DNA’lar Olgiim Sonucu 600 nM’a Gore Hesaplama
BT-20 134 ng/pl 4,47 ul

SK-BR-3 158 ng/ul 3,79 ul

MDA-MB-231 120 ng/pl Spul

ZR-75-1 122 ng/pl 4,91 ul

MCF 10A 122 ng/pl 4,91 pl

RNA’lar Ol¢iim Sonucu 750 ng’a Gore Hesaplama (cDNA sentezi i¢in)
BT-20 362 ng/ul 2,75 ul

SK-BR-3 365 ng/ul 2,75 ul

MDA-MB-231 881 ng/ul 1,05 ul

ZR-75-1 554 ng/ul 1,92 pl

MCF 10A 198 ng/pl 5,18 pl

Cizelge A.2 DNAJC9 Bisiilfit Nested Primerleri

Primer Sense primer 5'-3' Antisense primer 5'-3' Uriin Baglanma
Setleri Boyu Sicakhg:
(bp)
DNAJCY9-Bi-1 | TTATTTTTTTGAAGATTTAGTTTTTG AAAAATCCAACAACCCCATAC 282 54°C
DNAJC9-Bi-2 GGGGATTGTGATTTTATATGT AAAAATCCAACAACCCCATAC 247 53°C

Cizelge A.3 DNAJC9 Dizileme Primerleri

Primer Setleri Sense primer 5'-3' Antisense primer 5'-3' Uriin Baglanma
Boyu Sicakhi@
(bp)

DNAJC9-Pro AAAAGGTAAGACGGACGCCA | TCCTCCTTGTCGCCCTCA 481 59°C
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Cizelge A.4 DNAJC9 Q-RT-PCR ve Semi Kantitatif RT-PCR Primerleri

Primer Sense primer 5'-3' Antisense primer 5'-3' Uriin | Baglanma
Setleri Boyu | Sicakhg
(bp)
DNAJCY- CTCTCCTGTGCTCACCCAAG AGCCAGCTCTTCTTCCGAAC 124 60°C
Q-RT-
PCR
DNAJC9- CCGACGAGGCTACCACAAG CCAGCTCTTCTTCCGAACCT 290 60°C
Semi-Q-
RT-PCR
TBP TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA

CACATCACAGCTCCCCACCA

132

60°C
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EKk B: PCR Kosullarn

Cizelge B.1 DNAJC9 Nested PCR Kosullar1

PCR Asamalari Bisiilfit Nested PCR Kosullari
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C-2 Dk
Denatiirasyon 95°C-30 Sn
Baglanma* 56°C-30 Sn
Uzama 72°C-30 Sn
Son Uzama 72°C-5 Dk

* Yapilan c¢aligmada farkli primer setleri kullandigi icin baglanma sicakligt 53 °C ve 54 °C olarak
diizenlenmistir.
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